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Introdução 
Uma vez que os tecidos fixados em formalina e impregnados em parafina (FFIP) fazem parte da rotina laboratorial em histopatologia, existindo em grande número, estes constituem 
uma fonte importante de material biológico para estudos moleculares (1). O DNA extraído destes tecidos pode, no entanto, encontrar-se degradado, sendo a fixação uma das etapas 
em que a degradação poderá ocorrer. Isto irá depender de vários fatores, como o tipo de fixador, o seu pH, tempo e temperatura de fixação (1,2). Uma vez que existe uma crescente 
necessidade de DNA para a realização de técnicas moleculares, úteis para a caraterização de mutações em tumores e escolha de terapêuticas mais eficazes, vários autores têm tes-
tado os efeitos da fixação na qualidade do DNA extraído, nomeadamente da temperatura (1-7).  
Nesta revisão, iremos procurar compreender se existe uma temperatura ideal de fixação para tecidos FFIP quando se pretendem realizar técnicas de análise de DNA in vitro. 
 
Objetivos 
• Sistematizar os estudos existentes sobre a influência da temperatura de fixação no DNA extraído de tecidos fixados em formalina e impregnados em parafina.  
• Verificar a existência de um consenso sobre qual a temperatura de fixação ideal para a obtenção de melhores resultados na análise de DNA in vitro.  
 











Tabela 1 -  Síntese dos Trabalhos em Análise 
 
 
Discussão de Resultados  
Na maior parte dos estudos, a temperatura de fixação de 4ºC foi a que proporcionou melhores resultados, principalmente naqueles trabalhos em que se realizou EGA (3–6), sendo 
que todos eles utilizaram DNA de elevado peso molecular. Uma revisão de Srinivisan et al (2002) sobre os efeitos da fixação na integridade dos ácidos nucleicos indica que a fixação 
à TA não preserva bem o DNA de elevado peso molecular, e que a fixação a 4ºC resulta numa menor degradação dos ácidos nucleicos (2). Noutros trabalhos sobre preservação de 
DNA de forma global, 4ºC é também apontada como a temperatura que induz menor degradação (8), e já foi demonstrado que o aumento de temperatura induz a formação de espé-
cies reativas de oxigénio, que causam lesões no DNA, como quebra das cadeias e hidrólise de ligações (9). Em relação a técnicas de amplificação de DNA não houve um consenso, 
com metade dos trabalhos apontando 4ºC como a melhor temperatura de fixação, e a outra metade indicando a TA, e num dos estudos TA e 37ºC em vez de 4ºC como as melhores 
temperaturas de fixação (1,7). Estes trabalhos fizeram a avaliação de fragmentos de DNA mais pequenos, entre os 100 e 1000 pb, pelo que estes resultados permitem levantar a hi-
pótese de que temperaturas mais baixas de fixação podem não ser as mais indicadas para fragmentos destas dimensões, ao contrário do que se verifica com o DNA de elevado peso 
molecular. 
Conclusão 
• Com a literatura existente até à data, não é possível indicar inequivocamente uma temperatura de fixação como mais adequada para análise de DNA in vitro. 
• São necessários mais trabalhos a fazer estas comparações de temperatura de fixação para se definir qual permitirá a obtenção de melhores resultados para análise de DNA in vi-
tro. 
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Estudo de: Temperaturas 
testadas: 
Análise de DNA: Melhor resulta-
do: 
L. Atanesyan et 
al (2017) (1) 
4ºC; TA MLPA TA 
Y. Tokuda et al 
(1990) (3) 
4ºC; TA EGA 4ºC 
M. Koshiba et al 
(1993) (4) 
4ºC; TA EGA 4ºC 
M. Noguchi et al 
(1997) (5) 
4ºC; TA EGA; PCR 4ºC 
S. Lassalle et al 
(2009) (6) 
4ºC; TA EGA; PCR 4ºC 
O'Leary et al 
(1994) (7) 
0-4ºC; TA; 37ºC PCR TA; 37ºC 
MLPA - Mutliplex Ligation-Depedent Probe Amplification  
PCR - Polymerase Chain Reaction 
EGA - Eletroforese em Gel de Agarose 
TA - Temperatura Ambiente 
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Publicações com resultados publicados em inglês. 
  
Foram selecionados estudos que fazem compa-
rações entre resultados obtidos de técnicas de 
análise de DNA in vitro por 2 ou mais temperatu-
ras de fixação, que utilizam formalina como fixa-
dor. 
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